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摘要 ”通过 测定 棉铃 虫 4 龄 幼虫 ， 每 隔 12 h 的 摄食 量 、 体 重 净 增 量 以 及 丝氨酸 复 日 酶 活性 的 变 
化 ， 揭 示 了 它 的 取 食 行为 及 中 肠 蝇 日 酶 活性 的 变化 规律 。 结 采 表 明 : 棉铃 虫 4 龄 幼虫 取 食 及 消化 
SAME, MRA 4 龄 初 ， 摄 食量 、 体 重 净 增 量 、 类 胰 重 白 酶 、 类 胰 凝 乳香 白 酶 和 总 息 白 
了 酶 活性 均 逐 渐 增 加 ， 进 入 中 期 (36 一 48 h)， 各 项 指标 达到 最 高 值 ， 其 后 ， 随 着 摄食 量 的 下 降 ， 各 
项 指标 逐渐 下 降 。 同 时 ， 连 续 观 察 幼 虫 取 食 高 峰 期 的 取 食 行为 6 h， 结 果 表 明 : 其 间 一 次 连续 取 食 
的 平均 时 间 为 《3.6 土 0.4) min/ 次， 总 平均 取 食 时 间 为 《62.4 土 8.9) min， 约 占 整 个 时 间 的 1/6. 
该 文 还 对 棉铃 虫 4 龄 幼虫 不 同时 段 取 食 行为 与 蛋白 酶 活性 变化 之 间 的 相关 性 及 调控 机 制作 了 初步 


讨论 。 
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性 的 变化 有 关 [11。 Simpson FHER Locusta migratoria 取 食 前 后 中 肠 形 态 及 组 织 学 方面 的 变 
化 进行 了 研究 ， 揭 示 出 短 时 间 内 取 食 对 消化 系统 有 诱导 效应 [2'3]; Bernays 和 Chapman 等 则 指 
出 了 可 能 的 调控 机 制 ![451。 但 是 ， 上 述 工作 多 以 蝗虫 为 材料 ， 研 究 侧重 在 取 食 对 消化 系统 的 
短期 诱导 效应 。 

IBERE Helicoverpa armigera (Hübner) 是 我 国 重要 的 农作物 害虫 ， 属 全 变态 昆虫 ， 其 消 
化 系统 在 结构 及 生理 方面 与 渐变 态 的 直 怒 目 昆 中 有 较 大 差异 。 了 解 棉铃 虫 幼 虫 同一 龄 期 内 取 
食 行为 及 蛋白 酶 活性 的 变化 规律 ， 是 进一步 开展 棉铃 虫 消 化 生理 方面 的 研究 工作 的 基础 。 作 
者 研究 了 棉铃 虫 幼 虫 在 第 4 龄 期 中 取 食 行为 及 中 肠 重 白 酶 活性 的 变化 ， 结 果 报 道 如 下 。 
1 材料 与 方法 
1.1 供 试 材料 
1.1.1 HER: 棉铃 忠 为 室内 人 工 饲 养 多 代 的 标准 试 忠 。 养 忠和 试验 条 件 为 温度 27C 、 相 对 
湿度 73% 、 光 照 时 间 14 ho PBL 10% 的 蜂蜜 水 溶液 。 卵 产 于 纱布 上 。 幼 忠 饲 于 直径 
2 cm、 长 10 cm 的 平底 指 形 管内 ， 每 管 一 头 。 依 赔 皮 时 间 ， 严 格 选择 发 育 均一 的 幼 忠 供 试验 
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用 。 幼 忠 饲 料 配方 主要 参照 Bot 的 配方 配制 [914， 原 麦 胚 粉 和 栈 蛋 白 分 别 由 麦芽 粉 和 奶粉 代 蔡 。 
1.1.2 试剂 毛茶 磺胺 侦 氮 酪 绰 白 、o-N- 茶 甲 栈 -DL- 精 氨 酸 -p- 硝 基 共 胺 (BAPNA)、p- 甲 茶 
磺 栈 -L- 精 氨 酸 甲 酯 《TAME)、N- 茶 甲 栈 -L- 栈 和 氨 酸 乙 酯 《BTEE) 均 购 自 美国 Sigma 公司 。 
其 它 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 


1.2 不 同时 段 幼 虫 取 食量 和 体重 净 增 量 的 变化 

AMA EA 4 ie RES Bh BSE 10 KE LIRA PAB (Pisum sativum L.) 的 嫩 粒 
饲养 ， 饲 前 称 量 饲料 重量 和 幼虫 体重 。 从 进入 4 龄 开始 ， 每 隔 12 h 称 量 饲 后 饲料 及 幼 上 忠 体 
重 ， 同 时 更 换 并 称 量 新 的 饲料 。 佑 算 饲 料 在 实验 条 件 下 12 h 的 水 分 丧失 量 ， 以 校正 取 食 量 。 
实验 过 程 中 确保 饲料 充足 。 


1.3 ”不同 时段 幼 虫 中 肠 和 蛋白 酶 活性 的 变化 

ABABA 4 eM RD SN az. AAI. MARA RAIA 4 龄 开始 ( 刚 进 
入 4 龄 的 幼虫 为 第 一 组 )， 每 隔 12 h 取 出 一 组 ， 每 组 3 头 幼 虫 ， 共 取 6 组 ， 取 出 后 即刻 冻 于 
-20 人 冰箱 中 ， 竺 解剖。 实验 设 3 次 重复 。 

4 龄 幼虫 在 0 一 4C 下 迅速 解剖 ， 用 预 冷 的 0.15 mol/L 的 NaCl 溶液 冲 去 体液 ， 截 取 中 肠 
及 其 内 容 物 ， 以 0.15 mol/L 的 NaCl 溶液 在 冰 浴 状态 下 匀 浆 。 匀 浆液 用 Beckman-11 离心 机 在 
11 200xg、4 和 条 件 下 离心 15 min， 取 上 清 液 作为 测试 用 的 中 肠 酶 液 。 

根据 王 琛 柱 等 .蛋白 酶 活性 在 30C、 最 舌 pH 值 下 ， 使 用 Beckman UV Series 600 型 紫 
外 -可 见 分 光 光 度 计 测 定 。 总 蛋白 酶 活力 用 pH 10.50 的 甘氨酸 缓冲 液 ， 以 毛茶 磺胺 偶 氮 酷 蛋 
白 为 底 物 测定 。 反 应 混合 物 在 11200 Xxg、4 亿 下 离心 15 min 后 ， 取 上 清 液 ， 测 量 366 nm 下 的 
光 吸 收 值 。 反 应 混合 物 1 个 吸收 单位 的 变化 定义 为 1 个 侦 氮 酪 蛋白 单位 。 类 胰 蛋 白梅 活力 以 
BAPNA 和 TAME 两 种 专 性 底 物 测定 ， 分 别 用 pH 10.5 的 甘氨酸 缓冲 液 和 pH 8.50 的 Tris 组 
冲 液 ， 测 量 405 nm 下 反应 混合 物 的 光 吸 收 值 和 247 nm 下 反应 混合 物 的 光 吸 收 变 化 值 。 类 胰 
凝 乳香 白 酶 活力 用 pH 8.50 的 Tris 缓冲 液 ， 以 BTEE 为 专 性 反应 底 物 ， 测 定 256 nm FIER 
收 的 变化 值 。 

蛋白 质 含量 以 牛 血清 蛋白 为 标准 蛋白 ， 用 Bradford 的 方法 [ 引 测 定 。 


1.4 取 食 高 峰 期 幼虫 取 食 行为 的 观察 

选取 赔 皮 后 取 食 36 h 的 棉铃 虫 幼 虫 ， 在 散射 光 下 连续 观察 6 h， 并 记录 取 食 情况 ， 为 防 
止 幼 虫 钻 星 造成 观察 不 便 ， 饲 前 将 青 静 豆 切 成 薄片 。 设 3 次 重复 。 几 种 取 食 指标 定义 为 : 

一 次 取 食 过 程 (meal): 没有 间隔 的 一 段 连续 取 食 过 程 ; 

每 次 取 食 时 间 《meal length): 一 次 取 食 过 程 消耗 的 时 间 ， 用 min KRR: 

总 取 食 时 间 Coverall meal length): 观察 时 间 内 取 食 时 间 的 总 和 ， 用 min 表示 。 


2 结果 分 析 


2.1 不 同时 段 幼虫 取 食 量 和 体重 净 增 量 以 及 中 肠 和 蛋白 酶 活性 的 比较 
从 图 1 看 出 ， 晓 皮 后 的 24 hh 内， 幼虫 取 食量 较 低 ， 随 后 的 12 h 内 取 食 量 迅速 增加 ， 达 到 
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最 高 值 ， 其 后 取 食 量 减 少 ， 在 旷 皮 后 的 48 一 60 h 停止 取 食 。 从 图 2 看 出 ， 旷 皮 后 的 12 hA, 
幼虫 体重 净 增 量 较 低 ， 随 后 的 36 h ABS BRI. FREER AKA. FERRY 
48 一 60 h 体重 下 降 。 
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图 1 棉铃 虫 4 龄 幼虫 在 不 同时 段 取 食 量 的 变化 图 2 棉铃 虫 4 龄 幼虫 在 不 同时 段 
柱 图 上 的 范围 标记 表示 平均 数 的 标准 误差 , 下 同 体重 净 增 量 的 变化 


Fig.l Change of [eeding amount of H. armigera Fig.2 Change of body weight gain of H. armigera 
larvae in the 4th instar larvae in the 4th instar 
The range in each bar represents | standand error of 


mean; it is same in the following figures 


BE ABNE OM 4 龄 初 开始 ， 随 幼虫 的 发 育 、 取 食量 的 增加 而 增加 ， 进 入 48 h 后， 达到 
最 高 值 。 之 后 ， 随 取 食 量 的 减少 ， 总 香 白 酶 活力 降低 《图 3)。 

以 TAME 为 底 物 测 得 的 类 胰 蛋 白 酶 活力 与 总 蛋白 酶 活力 的 变化 相似 ,也 随 幼 虫 的 发 育 、 
取 食 量 的 增加 而 增加 ， 进 入 4 龄 36 h 后 ， 其 活力 就 达到 最 高 值 , 之 后 ， 随 取 食 量 的 减少 ， 活 
力 降低 《图 4)。 类 胰 蛋 白 酶 活力 用 BAPNA 测定 的 结果 与 用 TAME 测定 的 结果 略 有 不 同 ， 其 
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图 3 棉铃 虫 4 龄 幼虫 在 不 同时 段 中 肠 及 其 内 食物 图 4 棉铃 虫 4 龄 幼虫 在 不 同时 段 中 肠 及 其 内 含 
内 总 蛋白 酶 活力 ( 底 物 为 偶 氮 酷 蛋 白 ) 的 变化 物 内 类 胰 和 蛋白 酶 活力 ( 底 物 为 TAME) 的 变化 
Fig.4 Change of midgut trypsin-like enzyme activity 
(TAME as substrate) of H. armigera 

ol H. armigera larvae in the 4th instar lre in the Ally nsiar 


Fig.3 Change ol midgut total protease activity 
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活性 也 随 幼 虫 的 发 育 、 食 量 的 增加 而 增加 ， 但 这 之 后 ， 随 取 食 量 的 减少 ， 活 力 并 不 下 降 ， 依 


然 保持 在 一 个 相当 高 的 活力 水 平 〈 图 5)。 


类 胰 凝 乳香 白 酶 活力 与 总 蛋白 酶 活力 及 用 TAME 测定 的 类 胰 和 蛋白酶 活力 的 变化 相似 ， 也 
随 幼虫 的 发 育 、 取 食量 的 增加 而 增加 ， 在 进入 4 龄 48 h 后 ， 其 活力 达到 最 高 值 ， 之 后 ， 随 取 


食量 的 减少 ， 活 力 降 低 《〈 图 6)。 
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图 5 棉铃 虫 4 龄 幼虫 在 不 同时 段 中 肠 及 其 内 食物 图 6 棉铃 虫 4 龄 幼虫 在 不 同时 段 中 肠 及 其 内 食物 


内 类 胰 香 白 酶 活力 〈 底 物 为 BAPNA) 的 变化 
Fig.5 Change of midgut trypsin-like enzyme 
activity (BAPNA as substrate) of H. armigera 


larvae in the 4th instar 
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虫 的 发 育 、 取 食量 的 增加 而 增加 ， 在 进入 4 龄 
36 h 后 ， 含 量 达 到 最 高 值 ， 之 后 ， 随 取 食 量 的 减 
少 而 减少 《图 7)。 

从 以 上 结果 看 出 ， 中 肠 蛋 白 酶 活性 变化 并 非 
完全 同步 ， 类 胰 蛋 白 酶 、 类 胰 凝 乳 蛋白 酶 、 总 蛋 
白 酶 的 活性 分 别 在 进入 4 龄 36h、48h 和 48h 以 
后 达到 最 高 值 。 


2.2 取 食 高 峰 期 幼虫 取 食 行为 的 观察 结果 

在 取 食 高 峰 期 6 h 观察 过 程 中 ， 杨 铃 虫 幼虫 
一 次 连续 取 食 的 平均 时 间 为 (3.6 土 0.4)》 min/ 次 
《最 大 为 11.1 min/ 次 ， 最 小 为 0.1 min/ 次 )， 总 平 
HR A AY Ta) A (62.4 + 8.9) min (最 大 为 
98.6 min， 最 小 为 33.6 min)， 约 占 整个 观察 时 间 
的 1/6。 


内 类 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活力 〈 底 物 为 BTEE) 的 变化 
Fig.6 Change of midgut chymotrypsin-like enzyme 
activity (BTEE as substrate) of H. armigera 


larvae in the 4th instar 
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图 7 棉铃 虫 4 龄 幼虫 在 不 同时 段 
中 肠 及 其 内 食物 内 每 白 质 
含量 的 变化 
Fig.7 Change of midgut protein content 
ol H. armigera larvae in 


the 4th instar 
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从 上 述 结果 可 以 看 出 ， 棉 铃 虫 幼虫 4 龄 期 内 取 食 及 消化 呈现 有 规律 的 变化 ， 晓 皮 进 入 4 
龄 以 后 ， 摄 食量 ， 体 重 净 增 量 ， 各 种 蛋白 酶 活性 均 逐 渐 增 加 : 进入 4 龄 中 期 36 一 48 h) 以 
后 ， 各 项 指标 达到 最 高 值 ， 其 后 ， 随 着 摄食 量 的 下 降 ， 各 项 指标 逐渐 下 降 《〈 类 胰 和 蛋白 酶 活力 
用 BAPNA 测定 的 结果 有 所 不 同 )。 以 上 所 呈现 出 的 有 规律 的 变化 过 程 ， 说 明 这 一 龄 期 的 棉铃 
忠 幼 忠 在 发 育 阶段 、 取 食 水 平和 消化 水 平 三 者 之 间 存 在 紧密 有 序 的 协调 关系 。 

Bernays、Chapman 以 及 Simpson 在 对 蝗虫 Locusta migratoria 取 食 行为 及 消化 生理 研究 
的 基础 上 上， 发现 蝗虫 一 般 每 次 取 食 2 一 6 min， 取 食 的 间隔 时 间 倾 同 于 15 min 的 倍数 ， 提 出 星 
虫 若 虫 在 取 食 量 、 血 淋巴 渗透 压 、 味 赛 排 空 速度 和 心 侧 体 之 间 可 能 存在 一 定 的 诱导 调节 关系 ， 
使 得 蝗虫 若虫 发 育 过 程 中 摄食 及 消化 呈现 有 规律 的 周期 性 的 变化 2 。 棉 铃 虫 幼 虫 则 把 更 多 
的 时 间 花 在 取 食 上 ， 由 于 其 前 肠 较 短 ， 不 存在 类 似 蝗 忠 嗪 宫 的 结构 ,在 消化 吸收 前 不 能 贮存 
食物 ， 因 而 在 取 食 行为 上 表现 为 不 断 取 食 方 式 。 

Lenz 和 Teo 等 发 现 不 同 种 类 昆虫 类 胰 重 白 酶 和 类 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 在 中 肠 不 同 部 位 的 活性 有 
差异 i[%10]。 本 研究 的 结果 则 表明 ， 几 种 蛋白 酶 活性 变化 在 时 间 上 亦 并 非 完全 同步 ， 类 胰 蛋 白 
酶 、 类 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 、 总 重 白 酶 的 活性 变化 存在 时 间 差 异 。 昆 虫 如 何 调节 中 肠 和 蛋白 酶 活性 ， 
使 它们 在 时 间 及 空间 上 有 规律 地 变化 ， 以 协调 统一 地 发 挥 作用 具有 重要 的 研究 价值 ， 尚 待 进 
一 步 探讨 。 

另外 ， 做 昆虫 取 食 及 中 肠 和 蛋白 酶 方面 的 研究 ， 选 择 生 理 状 态 一 致 的 昆虫 很 关键 ， 本 研究 
为 进一步 开展 这 方面 的 工作 在 选材 上 提供 了 依据 。 值 得 指出 的 是 ， 上 述 结果 是 由 取 食 嫩 粒 槛 
豆 的 棉铃 虫 幼虫 得 出 的 。 昆 虫 取 食 不 同 食料 ， 其 发 育 和 生理 状态 可 能 会 有 一 定 差异 ,这 一 点 
在 有 关 的 具体 研究 中 要 考虑 在 内 。 
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CHANGES OF FEEDING BEHAVIOR AND MIDGUT PROTEASE 
ACTIVITIES OF LARVAL HELICOVERPA ARMIGERA 
DURING THE FOURTH INSTAR 


Li Wei Wang Chenzhu 
(Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences» State Key Laboratory of Integrated Management 
of Pest Insects and Rodents, Beijing 100080) 


Abstract Change patterns of feeding and midgut protease activities of larval Helicoverpa armigera during 
the fourth instar were investigated. It was shown that food amount eaten by the larvae and body weight 
gain of the larvae were low at the beginning and the end of instar and peaked at the middle of the instar. 
Activities of trypsin-like enzyme» chymotrypsin-like enzyme and total proteolysis showed concurrent change 
patterns with the feeding amount during the 4th instar. Larval ingestion exhibited continuous-feeding pat- 
tern, and feeding actions took about one sixth of the total time. 
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